脂肪酸による骨格筋のミトコンドリア生合成機構 by 石澤 里枝 & Ishizawa Rie















































List of Figures …viii 
List of Tables …x 
参考論文 …xi 
 
I. 緒言 …1 
II. 先行研究 …3 
1.	 脂肪酸 …3 
A.	 構造と物性 …3 
B.	 長鎖脂肪酸の消化吸収と代謝 …4 
C.	 中鎖脂肪酸の消化吸収と代謝 …6 
D.	 中鎖脂肪酸摂取の効果 …7 
    a.	 熱産生効果 …7 
    b.  体脂肪抑制効果 …8 
2.	  骨格筋における脂質代謝 …9 
A.	 脂肪酸の輸送と酸化 …9 
B.	 脂肪酸結合タンパク質 …11 
C.	 PPAR …13 
a.	 構造 …13 
b.	 リガンド …14 
c.	 アイソフォーム …18 
  3.	 ミトコンドリア …19 
   A.	 構造と機能	 …19 
‐	 ‐ ii 
	 	 	 	 B.	 増殖機序 …22 
   	 	 a.	 mitochondria DNAと遺伝子発現調節 …22 
       b.	 nucleus DNAと遺伝子発現調節 …22 
       c.	 PGC-1α …24 
       d.	 持久的トレーニング …27 
       e.	 脂質食 …28 
III.	 研究目的及び検討課題 …31	 
IV. MCFA脂質食によるラット骨格筋 
              ミトコンドリア関連酵素の増加（実験 I） …35 
	 	  1.	 目的  …35 
 2.	 方法 …35 
	 	  3.	 結果 …41 
 4.	 考察 …47 
 5.	 要約 …51 
V. MCFAによる骨格筋細胞の 
	 	 	 	 	 ミトコンドリア関連タンパク質の変化（実験 II） …52 
	 	  1.	 目的 …52 
 2.	 方法 …52 
	 	  3.	 結果 …57 
 4.	 考察 …61 
 5.	 要約 …64 
VI. PPARsに対するMCFAおよびケトン体の結合評価 
 （実験 III） …65 
	 	  1.	 目的 …65 
 2.	 方法  …65 
‐	 ‐ iii 
	 	  3.	 結果  …71 
 4.	 考察 …77 
  5.	 要約 …80 
VIII. 討論  …81 
 1.	 MCFA脂質食による骨格筋ミトコンドリア生合成 …81 
 2.	 デカン酸およびケトン体による 
               骨格筋ミトコンドリア生合成 …83 
	 	  3.	 MCFAおよびケトン体による PPARsへの非結合  …84 
 4.	 MCFAおよびケトン体によるヒストンアセチル化  …85 
IX. 総括 …89 
謝辞  …91 
参考文献  …92 
‐	 ‐ iv 
略号と記号 
 
ADP  : adenosine diphosphate, アデノシン二リン酸 
AICAR : AICA riboside, AICA リボシド 
AMP   : adenosine monophosphate, アデノシン一リン酸 
ATP  : adenosine triphosphate, アデノシン三リン酸 
β-HAD : β-hydroxyacyl CoA dehydrogenase, β-ヒドロキシアシル CoA 
   脱水素酵素 
cAMP  : cyclic adenosine 3', 5' monophosphate, サイクリックアデノシ	 
	 	 ン 3', 5'一リン酸 
CBP  : cyclic adenosine 3',5'-monophosphate response element-binding  
   protein, サイクリック AMPレスポンスエレメント結合タン	 
	 	 	 パク	 
CEBP  : CCAAT/enhancer binding protein,CCAAT/エンハンサー結合	 
   タンパク質	 
CoA  : coenzyme A, 補酵素 A 
CO2  : carbon dioxide, 二酸化炭素 
COX  : cytochrome c oxidase, シトクロム cオキシダーゼ 
CPT  : carnitine palmitoyltransferase, カルニチンパルミトイル転移酵 
   素 
CREB  : cAMP response element-binding protein, cAMP応答エレメント 
   結合タンパク質 
CS  : citrate synthase, クエン酸合成 
DAG  : diacylglycerol, ジアシルグリセロール 
DBD  : DNA binding domain, DNA結合領域 
‐	 ‐ v 
DIT  : diet-induced thermogenesis, 食事誘発性体熱産生 
DNA  : deoxyribo nucleic acid, デオキシリボ核酸	 
EC50  : half maximal effective concentration, 50%効果濃度 
ELISA  : enzyme-linked immunosorbent assay, 酵素免疫測定法 
EPA  : eicosapentaenoic acid, エイコサペンタエン酸 
FA  : fatty acid, 脂肪酸 
FABPc  : cytosolic fatty acid binding protein, 細胞質脂肪酸結合タンパク 
   質 
FABPpm : plasma membrane fatty acid binding protein, 細胞膜脂肪酸結合 
   タンパク質 
FADH2 : flavin adenine dinucleotide 2, フラビンアデニンジヌクレオチ 
   ド 2 
FAT/CD36 : fatty acid translocase/cluster of differentiation 36, 脂肪酸トラン 
   スロカーゼ/分化抗原群 36 
FATP  : fatty acid transport protein, 脂肪酸輸送タンパク質 
FFA  : free fatty acid, 遊離脂肪酸 
GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,  
   グリセルアルデヒド 3リン酸脱水素酵素 
gasD  : deep portion of gastrocnemius, 腓腹筋深層部 
gasS  : surface portion of gastrocnemius, 腓腹筋表層部 
GST  : glutathione S-transferase, グルタミン S-トランスフェラーゼ 
HDAC  : histone deacetylase, ヒストン脱アセチル化酵素 
HEK  : human embryo kidney, ヒト胎児由来腎臓	 
H-FABP : heart-FABP, 心臓型-FABP 
HSP  : heavy-strand promoter, 重鎖プロモーター 
‐	 ‐ vi 
IMF  : intermyofibrillar, 筋原線維間 
ITC  : isothermal titration calorimeter, 等温滴定型熱量測定 
LBD : ligand binding domain, リガンド結合領域 
LCFA : long-chain fatty acid, 長鎖脂肪酸 
LCT : long-chan triacyl glycerol, 長鎖トリアシルグリセロール 
LPL : lipoprotein lipase, リポプロテインリパーゼ 
MCFA  : medium-chain fatty acid, 中鎖脂肪酸 
MCT : medium-chan triacyl glycerol, 中鎖トリアシルグリセロール 
MEF2  : myocyte enhancer factor 2, 細胞活性化因子 2 
MUFA  : monounsaturated fatty acid, 一価不飽和脂肪酸 
mRNA  : messenger ribo nucleic acid, メッセンジャーリボ核酸 
mtDNA : mitochondrial DNA, ミトコンドリア DNA 
NaCl  : sodium chloride, 塩化ナトリウム 
NADH  : nicotinamide adenine dinucleotide, ニコチンアミドアデニンジ 
   ヌクレオチド 
NEFA : nonesterified fatty acids, 非エステル化脂肪酸 
NFAT  : nuclear factor activate T-cell, T細胞活性化核因子 
NRF  : nuclear respiratory factor, 核呼吸因子 
O2    : oxygen, 酸素 
PGC-1α : peroxisome proliferated activated receptor gamma coactvator-1α,  
  ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 γコアクチベータ 
  -1α 
Pi : inorganic phosphoru, 無機リン 
PPARs : peroxisome proliferator-activated receptors, ペルオキシソーム 
 増殖剤応答性受容体 
‐	 ‐ vii 
PPRE : peroxisome proliferator responsive element, ペルオキシソーム 
 増殖応答エレメント 
PUFA : polyunsaturated fatty acid, 多価不飽和脂肪酸 
PVDF : polyvinylidene difluoride membranes, ポリフッ化ビニリデン	 
RNA : ribonucleic acid, リボ核酸	 
RXR : retinoid X receptor, レチノイド X レセプター 
SCFA : short-chain fatty acid, 短鎖脂肪酸 
SFA : saturated fatty acid, 飽和脂肪酸	 
SDS-PAGE : SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-ポリアクリルア 
  ミドゲル電気泳動 
S-HETE : S-hydroxyeicosatetraenoic acid, ヒドロキシエイコサテトラエ	 
  ン酸	 
SPA : scintillation proximity assay, シンチレーションプロキシミティ	 
  アッセイ法	 
SPR : surface plasmon resonance, 表面プラズモン共鳴 
SRC : steroid receptor co-activator, ステロイドレセプターコアクチ 
  ベーター 
SS : subsarcolemmal, 筋線維鞘下 
TCA : tricarboxylic acid, トリカルボン酸 
Tfam : mitochondrial transcription factor A, ミトコンドリア転写因子 
 A 
TG : triglyceride, 中性脂肪 
TR-FRET : time-resolved fluorescence resonance energy transfer, 時間分解 
  蛍光共鳴エネルギー転移 
TRLR : Toll-like receptor, Toll様レセプター 
‐	 ‐ viii 
UbcH5 : ubiquitin-conjugating enzyme E2D, ユビキチン結合酵素	 E2D 
UCP : uncoupling protein, 脱共役タンパク質 
UFA : unsaturated fatty acid, 不飽和脂肪酸 
 
 
‐	 ‐ ix 
List of Figures 
 
Figure II-1.  3T3-L1 adipocyte differentiation assay using OA, OLA, and Rosi 
(Malapaka et al., 2012). 
Figure II-2.  Schematic representation of classic pathways of cardiac 
metabolism (Doenst et al., 2013). 
Figure II-3.  Structural and functional organization of nuclear receptors. (Yang 
et al., 2014). 
Figure II-4.  The PPARδ-GW2433 cocrystal structure (Xu et al., 1999).  
Figure II-5.  Increased oxidative type I fibers and mitochondrial biogenesis in 
the PPARδ transgenic mice (Wang et al., 2004). 
Figure II-6.  PPARβ/δ and PPARα regulate opposing muscle fiber-type 
programs (Gan et al., 2013). 
Figure II-7.  Involvement of two genetic systems in mitochondrial biogenesis 
(Goffart et al., 2004). 
Figure II-8.  PGC-1 stimulates mitochondrial DNA replication and biogenesis 
(Wu et al., 1999). 
Figure II-9.  A high-fat diet induces an increase in skeletal muscle 
mitochondria (Hancock et al., 2008). 
Figure III-1. The structure of the present study. 
Figure IV-1. Citrate synthase (CS) activity in skeletal muscles of rats fed with 
the SC (□), MCFA-rich (▨) and LCFA-rich (■) diets. 
Figure IV-2. 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-HAD) activity in skeletal 
muscles of rats fed with the SC ( □ ), MCFA-rich ( ▨ ) and 
LCFA-rich (■) diets. 
‐	 ‐ x 
Figure IV-3. Heart-type fatty acid-binding protein (H-FABP) concentration in 
skeletal muscles of rats fed with the SC (□), MCFA-rich (▨) and 
LCFA-rich (■) diets. 
Figure V-1. The structures of octanoic acid, decanoic acid, dodecanoic acid 
and β-hydroxybutyrate. 
Figure V-2. UCP3, VDAC and COX-IV proteins of C2C12 cell treated with 
octanoic acid.  
Figure V-3. UCP3, VDAC and COX-IV proteins of C2C12 cell treated with 
decanoic acid. 
Figure V-4. UCP3, VDAC and COX-IV proteins of C2C12 cell treated with 
dodecanoic acid.  
Figure V-5. UCP3, VDAC and COX-IV proteins of C2C12 cell treated with 
β-hydroxybutyrate. 
Figure VI-1. The principle of Lantha screen PPARs coactivator TR-FRET 
assay. 
Figure VI-2. Ligand-induced binding of a coactivator to the PPARα in vitro. 
Figure VI-3. Ligand-induced binding of a coactivator to the PPARδ in vitro. 
Figure VI-4. The maximum amplitude of emission ratio in PPARα. 
Figure VI-5. PPARα and PPARδ proteins of C2C12 cell treated with octanoic  
 acid. 
Figure VI-6. The mechanism of mitochondrial biogeneisis by LCFA, MCFA 
 and KB. 
 
‐	 ‐ xi 
List of Tables 
 
Table IV-1. Fatty acid composition of two lipids. 
Table IV-2. Body weight, energy intake, EFP weight, EFP weight/Energy 
intake, plasma glucose, and adipocytokine concentrations in SC, 
MCFA and LCFA groups. 
Table VI-1. The measurement condition of Lantha screen PPARs coactivator 
TR-FRET assay in TECAN microplate reader. 
Table VI-2.  EC50 values (nM) for binding of fatty acids and ketone body to 
PPARα and PPARδ. 
 
 






（1）Ishizawa, R., Masuda, K., Sakata, S. and Nakatani, A. (2014) Effects of 
different fatty acid chain lengths on fatty acid oxidation-related protein 


















が示唆された。さらに、Miller et al.（1983）によって、炭素数 14以上の




かの研究によって支持されている（Hancock et al., 2009; Han et al., 1997; 
Miller et al., 1983）。脂質摂取による骨格筋のミトコンドリア生合成は、
核内受容体であるペルオキシソーム増殖剤応答性受容体（PPAR; 
peroxisome proliferator-activated receptors）に対する LCFAの共有結合によ





ンスリン抵抗性を引き起こすという問題点を有する（Han et al., 1997）。
一方で、LCFAよりも炭素数の少ない中鎖脂肪酸（MCFA; medium-chain 
fatty acid）は体脂肪を蓄積させない特性を有する（Bach and Babayan, 
1982）。MCFAが体脂肪を蓄積させない理由として、LCFAと異なる消
化吸収および代謝経路を経ることが挙げられる（Bach and Babayan, 1982）。
MCFAは LCFAよりも分子量が小さいため、小腸上皮細胞に容易に吸収







































いは三重結合を有さない飽和脂肪酸（SFA; saturated fatty acid）と、これ
らの結合を有する不飽和脂肪酸（UFA; unsaturated fatty acid）に分類され
る。さらに、不飽和脂肪酸は二重結合を 1 つ有する一価不飽和脂肪酸
（MUFA; monounsaturated fatty acid）と二重結合を 2つ以上有する多価不
飽脂肪酸（PUFA; polyunsaturated fatty acid）に分類される。脂肪酸は炭素
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の鎖長によっても分類され、炭素数 2 ~ 6 個の脂肪酸を短鎖脂肪酸
（SCFA; short-chain fatty acid）、炭素数 8 ~ 12個の脂肪酸をMCFA、さ
らに炭素数 14個以上の脂肪酸を LCFAの 3種類に分類される。LCFAは
主として動物油脂に豊富に含まれている。一方で、MCFAは動物油脂に
はほとんど含まれず、ココナッツ油脂（5 ~ 10%）や牛乳や母乳（3 ~ 5%）












B. 長鎖脂肪酸の消化吸収と代謝     
	 一般の食用油に用いられる植物油および動物油の脂肪酸の多くは
LCFA である。LCFA からなる長鎖トリアシルグリセロール（LCT; 
long-chan triacyl glycerol）は、口腔内において舌リパーゼによる加水分解
によって LCT の 3 位が分解されて 1, 2-ジアシルグリセロール（DAG; 







小腸内において膵リパーゼによって 2 つの遊離脂肪酸（FFA; free fatty 









る。この場合においても、1位および 3位に FFAが結合するため 2位の














C. 中鎖脂肪酸の消化吸収と代謝  




消化吸収に関する基礎研究が行われた。炭素数 8 ~ 12のMCFAと炭素数
14以上の LCFAの消化吸収経路は大きく異なっている（Bach et al., 1996, 
1982; Greenberger et al., 1966）。中鎖トリアシルグリセロール（MCT; 
medium-chain triacylglycerol）は摂取後、口腔内において舌リパーゼによ
って分解される。その分解量は LCTと比較すると非常に多いことが分か
っている（Greenberger et al., 1966）。その後、胃内へ輸送されたMCTは
胃リパーゼや胃酸によって加水分解を受けて、大部分の MCT がグリセ
ロールと 3つのMCFAに分解される。したがって、十二指腸に到達した


















移酵素（CPT; carnitine palmitoyltransferase）と CoA化された LCFAであ
る LCFA アシル CoA との結合を必要とする。しかしながら、MCFA は
これらの輸送系の結合を必要としないでミトコンドリアへ取り込まれる。
そのため、MCFAは β酸化へ移行する速度が LCFAに比べて極めて早い
ことが分かっている（Metges and Wolfram, 1991）。MCFA はMCFAアシ
ル CoAに代謝された後、ミトコンドリアマトリクスにおける β酸化によ
ってアセチル CoAへ代謝される（Bach et al., 1996）。酸化されなかった
アセチル CoAはケトン体へ変換されて血中へ運ばれ、骨格筋、心臓や脳
などへ取り込まれる（Bach et al., 1996; Pi-Sunyer et al., 1969）。アセチル
CoA へ変換されなかった一部の MCFA は骨格筋および脂肪等へ MCFA






とが分かっている（Noguchi and Takeuchi, 2002）。ヒトにおいて Kasai et al.
（2002）は、成人 8名にMCT 5gまたは 10gをそれぞれ単回摂取させた
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えられている（Noguchi and Takeuchi, 2002）。LCFAはリンパ管を経て末
梢組織へ輸送して、必要に応じて LPLにより脂肪酸に分解される。その
後、脂肪組織等に貯蔵されるため LCFA による熱産生は極めて少ない。
一方で、MCFAはMCFAアシル CoAからアセチル CoAへ β酸化される
過程に続き、二酸化炭素またはケトン体さらに denovo合成脂肪への酸化
および分解・変換される割合が高いため、MCFAの代謝エネルギー量は
LCFAに比べて高いことが分かっている（Seaton et al., 1986）。 
 
b.  体脂肪抑制効果 
	 いくつかの研究によって、MCFAは LCFAと比較すると体脂肪を蓄積
させにくいことが報告されている（Malapaka et al., 2012; Noguchi and 
Takeuchi, 2002; Tsuji et al., 2001; Papamandjaris et al., 1998）。Tsuji et al. 





および皮下脂肪重量の低下がみられた（Noguchi and Takeuchi, 2002）。
摂取後のエネルギー消費量は LCTよりもMCTにおいて高いため、MCT
は LCTよりもエネルギー源として利用されやすい。このことがMCTに
よる体脂肪蓄積の抑制要因として考えられている（Noguchi and Takeuchi, 
‐9‐ 




生成に関わる遺伝子である CEBP（CCAAT/enhancer binding protein）の発








	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   	 
2. 骨格筋における脂質代謝      
A. 脂肪酸の輸送と酸化 




plasma membrane fatty acid binding protein）、脂肪酸輸送担体 /CD36
（FAT/CD36; fatty acid translocase/CD36）または脂肪酸輸送タンパク質
（FATP; fatty acid transport protein）を介して筋細胞内へ取り込まれる
（Abumrad et al., 1999）。LCFAは筋細胞質内において細胞質脂肪酸結合











Figure II-1.	 3T3-L1 adipocyte differentiation assay using OA, OLA, and  
Rosi (Malapaka et al., 2012).  
OA did not promote adipogenesis by itself, whereas OLA  
promotes adipocyte differentiation. OA can inhibit adipogenesis  
activated by rosiglitazone. Oil Red O staining of 3T3-L1  
fibroblast cells after differentiating with different ligands.  
Treatment groups include the following: a, DMSO; b, Rosi 10  
µM; c, OA 300 µM; d, Rosi 10 µM + OA 300 µM; e, OLA 300  
µM; f, Rosi 10 µM + OLA 300 µM. OA, octanoic acid; Rosi,  
rosiglitazone; OLA, oleic acid. 
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質内を移動し、ミトコンドリアへ輸送される（Abumrad et al., 1999）。そ
の後、LCFAはミトコンドリア外膜にあるアシル CoAシンターゼによっ
て長鎖アシル CoA（coenzyme A）へ変換される。長鎖アシル CoA はミ
トコンドリア内膜を通過できないため、カルニチンパルミトイル転移酵
素（CPT; carnitine palmitoyltransferase）系を介してミトコンドリア膜を通




込まれたアシル CoA はβ-HAD によってβ酸化され、アセチル CoA を産
生する。その後アセチル CoAは TCA（tricarboxylic acid）回路に入り、
電子伝達系によって最終的に二酸化炭素と水を産生して、ATPが再合成
される（Doenst et al., 2013; Figure II-2）。グルコース 1分子が酸化された
場合、再合成される ATP産生量は 30分子であるのに対して、パルミチ
ン酸の ATP産生量は 1分子当たり 131分子、オレイン酸の ATP産生量
は 146分子である（Brand, 2005）。 
	 LCFA は不溶性の物性を示すため、脂肪酸輸送タンパク質との結合や
膜輸送担体を介さなければ細胞内を移動したり、膜を通過したりするこ
とはできない（Abumrad et al., 1999）。一方、MCFAは水溶性の物性を示
すことから、FABPや CPT等の結合タンパク質や輸送担体を介さずに細




胞内では FABPcと結合して細胞質内を移動する（Abumrad et al., 1999）。	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Figure II-2.	 Schematic representation of classic pathways of cardiac 
metabolism (Doenst et al., 2013).  
 Substrates are transported across the extracellular membrane into 
the cytosol and are metabolized in various ways. ACC, 
acetyl-CoA carboxylase; ADP, adenosine diphosphate; ATP, 
adenosine triphosphate; ASP, aspartic acid; CPT, carnitine 
palmitoyltransferase; GTP, guanosine triphosphate; FAT, fatty 
acid transporter; G6P, glucose 6-phosphate; GLUT, glucose 
transporter; IMS, mitochondrial intermembrane space; MCD, 
malonyl-CoA decarboxylase; MPC, mitochondrial pyruvate 
carrier; PDH, pyruvate dehydrogenase; PDK, pyruvate 
dehydrogenase kinase; UCP, uncoupling protein.  
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脂肪酸結合タンパク質として、細胞膜に局在しているFABPpm（約 43 kDa）
と、細胞質に局在する FABPc（約 14 ~ 15 kDa）が同定されている（Glatz 
et al., 2003）。さらに、FABPcには肝臓型-FABP（Liver-FABP; L-FABP）、







る（Neufer et al., 1994）。一般的に FABPは通常 1分子の LCFAと結合
するが、L-FABPのみが 2分子の LCFAと結合する（Stahl, 2004）。また、
多くの FABPsは LCFAと特異的に結合するが、B-FABPのみが長鎖不飽
和脂肪酸に対して特異的に結合する（Glatz et al., 2003）。 
 












（PPRE; peroxisome proliferator responsive element）と結合し、その下流の
遺伝子発現を制御する。PPRE は、5'‐AGGTCA‐3' 配列が 1 bpを隔てた
直列 2 回くり返し配列（DR1）と 2 bpを隔てた直列 2回くり返し配列
（DR2）から構成される。PPARsの構造は他の核内受容体と類似してお
り、N末端側から順に機能ドメイン（A/B ~ E/F）に区分される（Rosen and 
Spiegelman, 2001; Yang et al., 2014, Figure II-3）。PPARs は N末端にリガ
ンド非依存性の転写制御ドメイン（AF1）を持つ A/B 領域や Zn フィン
ガーモチーフを有している。さらに PPARs は標的遺伝子の PPRE と結
合する DNA 結合領域（DBD; DNA binding domain）である C領域、立
体構造変化により遺伝子制御を行い、可変領域を有する D領域、C末端
にはリガンド依存性の転写制御ドメイン（AF2）とリガンド結合領域
（LBD; ligand binding domain）を持つ E/F 領域から構成されている
（Yang et al., 2014, Figure II-3）。これらの構造は PPARsに対するリガン
ドの結合とコリプレッサー、コアクチベーターとの相互作用によって遺
伝子の発現制御を行うように構成されている。リガンド未結合状態では、
PPARs に対してコリプレッサーが会合して AF2 をブロックし、PPARs
の転写促進を抑制している。一方、リガンドが PPARsの LBD に結合し
て PPAR/RXR の heterodimer複合体が形成されると、コリプレッサーが
解離して、コアクチベーターである cAMP（ cyclic adenosine 
3',5'-monophosphate response element-binding protein（CBP）/ p300や steroid 






Figure II-3. Structural and functional organization of nuclear receptors (Yang et  
al., 2014).  
(A) Schematic diagram for a common domain structure of NR. (B) 
Multi-domain structure of the HNF4α/DNA complex in cartoon 
representation. The crystal structure of HNF4α homodimer (PDB 
4IQR) includes DBD (pink), Hinge (green), LBD (orange) in 
complex with response DNA sequence (left) and ligand (green dots). 
(C) Enlarged view of HNF4α LBD monomer, which clearly shows 
the three layer sandwich structure. (D) Metabolic regulation of NR.  
AF, activation function; DBD, DNA binding domain; LBD, ligand 
binding domein, NRRE, nuclear receptor response element. 
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となった（Xu et al., 1999, Figure II-4）。Xu et al.（1999）は PPARsに対
する各脂肪酸の結合をシンチレーションプロキシミティアッセイ法（SPA; 
scintillation proximity assay）によって検証した結果、 SFA（パルミチン
酸, IC50: 7.4 µM）よりも UFA（γリノレン酸, IC50: 0.8 µM）の方が PPARα
に対する結合親和性が高いことを示唆している。	 
	 PPARsのリガンド評価法として PPREの下流にレポーター遺伝子を導







方法としては放射性ラベルを利用した方法がある（Yue et al., 2005）。し
かしながら、タンパク質と結合しているリガンドと結合していないリガ
ンドの分離操作が必要であり、操作が非常に煩雑である（Yue et al., 2005）。
近年では表面プラズモン共鳴（SPR; surface plasmon resonance）法や等温
滴定型熱量測定（ITC; isothermal titration calorimeter）法を用いた方法が




Figure II-4. The PPARδ-GW2433 cocrystal structure (Xu et al., 1999).  
(a) Structure of the PPARδ-GW2433 complex. The PPARδ 
backbone is represented by the yellow ribbon, and GW2433 is 
represented with sticks and is color coded as follows: carbon, 
cyan; oxygen, red; nitrogen, blue; green, chlorine; and orange, 
fluorine. (b) Superposition of the structures of GW2433 and EPA 
bound to PPARδ. The surface of the pocket is represented with 
white dots, and the compounds are color coded. (c) Chemical 
structures of the compounds. (d) Superposition of the TZD 
headgroup from the PPARγ rosiglitazone cocrystal structure with 
the carboxylic acid headgroup from the EPA PPARδ cocrystal 
structure. PPARγ (blue, carbon) and PPARδ (yellow, carbon) 
amino acid side chains are denoted in different colors. AF, 
activation function; EPA, eicosapentaenoic acid; PPAR, 
peroxisome proliferator-activated receptor.  
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 PPARsには PPARα、PPARδ (β)および PPARγの 3 つのアイソフォー
ムが同定されている。PPARαは 1990年に（Issemann et al., 1990）、PPARβ
および PPARγは 1992年に（Dreyer et al., 1992）アフリカツメガエルにお
いてそれらのクローニングが報告され、ヒトにおいても PPARδのクロー
ニングが報告された（Schmidt et al., 1992）。PPARαは肝臓、腎臓、骨格
筋や心筋、副腎等の組織に発現している（Rakhshandehroo et al., 2010）。
PPARγは主に脂肪組織、マクロファージおよび血管平滑筋において発現
している（Tai et al., 1996）。PPARδ は全身にわたり偏在的に発現してい
る（Evans et al., 2004）。 
	 PPARα および PPARδ は脂肪酸の代謝や輸送に関連する遺伝子、コレ
ステロールや TG の代謝に関連する遺伝子の発現を制御している
（Rakhshandehroo et al., 2010; Rieck and Meissner, 2008）。PPARγは脂肪細
胞の分化誘導に関する遺伝子発現を制御しており、脂肪細胞において脂
質生成を亢進させる（Tai et al., 1996）。Gan et al.（2011）によって PPARα
と PPARδが骨格筋において発現していることが確認されている。Tanaka 
et al.（2003）はマウスに PPARδのアゴニストである GW501516を 8週
間にわたり経口投与した結果、コントロールと比較して GW501516投与
群において骨格筋における CPTIや 3-HAD等の β酸化関連遺伝子の発現
量が増加して、パルミチン酸の酸化量も増加したことを報告した。さら
に、これらの遺伝子の発現は PPARαや PPARγのアゴニストでは生じな
いことも示されていることから（Tanaka et al., 2003）、骨格筋において 
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PPARδ がミトコンドリア関連遺伝子の発現を制御していると考えられ
ている。さらに、Wang et al.（2003）は、骨格筋特異的に PPARδを過剰
発現させたマウスにおいてミトコンドリア関連タンパク質やその
mRNA（messenger ribo nucleic acid）が野生型マウスと比較して有意に増
加して、さらに骨格筋の遅筋化が生じたことを報告している（Figure II-5）。






















 Figure II-5. Increased oxidative type I fibers and mitochondrial biogenesis in  
the PPARδ transgenic mice (Wang et al., 2003). 
(A) Muscles in transgenic (TG) mice are redder than those in  
wild-type mice (WT). (B) Metachromatic staining of the type II 
plantaris muscle. Type I fibers are stained dark blue. (C) Total RNA 
prepared from gastrocnemius muscle of TG and WT littermates was 
probed with indicated probes. (D) Western blot analysis of muscle 
fiber markers and mitochondrial components in TG and WT. COX, 
cytochrome c oxidase; CPT, carnitine palmitoyltransferase; PGC, 
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-γ coactivator; 






       
  
Figure II-6. PPARβ/δ and PPARα regulate opposing muscle fiber-type 
programs (Gan et al., 2013). 
Expression of the slow-twitch myosin Myh7 and representative 
slow/fast-twitch troponin genes (qRT-PCR) in soleus muscle 
from indicated genotypes (n = 5-13 mice per group). (B) 
Cross-section of soleus muscle from 3- to 4-month-old male 
Muscle creatine kinase (MCK)-PPARβ/δ and MCK-PPARα mice 
(n = 5 mice per group) stained for myosin I ATPase activity as 
well as MHC fiber typing by immunofluorescence (IF) of soleus 
of indicated genotypes (MHC1 [green], MHC2a [blue], MHC2b 
[red], and MHC2x [unstained]). Scale bar: 500 µm. MHC, 
myosine heavy chain; Myh, myosin heavy chain gene; NTG, 
non-transgenic; PPAR, peroxisome proliferator-activated 




ンドリアの10 ~ 15％の割合を占めている（Krieger et al., 1980）。 
 
B. 増殖機序        
















ア転写因子A（Tfam; mitochondrial transcription factor）が結合して、RNA
ポリメラーゼと協働することによってmtDNAにコードされているミトコ
ンドリア関連遺伝子の転写が誘導される（Figure II-7）。	  
 




Figure II-7. Involvement of two genetic systems in cardiac mitochondrial 
biogenesis (Goffart et al., 2004).  
 The NEM genes were regulated by different DNA-binding 
transcription factors, and are imported into the organellesvia TOM 
and TIM. After import, nuclear encoded subunits are assembled 
with the mtDNA encoded subunits. TFAM indeed enhances 
mtDNA transcription by mitochondrial RNA polymerase in a 
promoter-specific TFBM. CREB/ATF, cAMP response element 
binding protein/ Activating transcription factors; FAO, fatty acid 
oxidation; GABP/NRF, GA-binding protein/ nuclear respiratory 
factor; NEM, nucleus mitochondria; PGC-1α, PPARγ 
coactivator-1α; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; 
SP1, RC, respiratory chain; TFBM, transcription factor B; TIM, 
translocator complexes of the outer membrane; TOM, translocator 















ることが明らかとなった。NRF-1はcytochrome c、ATP synthase γ subunitお
よび他のミトコンドリア関連遺伝子のプロモーター部位に結合すること
によってその転写を誘導する（Chau et al., 1992）。これはミトコンドリア
を構成している様々な遺伝子が同じ機序によって制御され、それらの発現
量のバランスが保たれていることを示している（Chau et al., 1992）。また、
NRF-1はmtDNAにコードされているミトコンドリア遺伝子の転写に関与
















考えられてきた（Tai et al., 1996）。Puigserver et al.（1998）は、褐色脂肪
細胞において特異的に発現してPPARγと相互作用する転写補助因子、
peroxisome proliferator-activated receptor coactivator-1α（PGC-1α）を発見し
た。彼らは前駆脂肪細胞および骨格筋細胞にPGC-1α遺伝子を導入したと
ころ、UCP-1およびミトコンドリア関連のmRNAが増加することを示した

















Figure II-8. PGC-1 stimulates mitochondrial DNA replication and 
biogenesis (Xu et al., 1999). 
(A) Southern blot analysis of mitochondrial and genomic DNA. 
Total cellular DNA was isolated from C2C12 cells expressing 
PGC-1 and their control, in both the myoblast and myotube 
states. (B) Transmission electron microscopy of PGC-1 
expressing myoblasts. PGC-1, peroxisome 















ことが 1976年に初めて報告された（Holloszy and Booth, 1976）。Holloszy 
and Booth（1976）は、持久的トレーニングを負荷したラットの骨格筋に
おいてミトコンドリア酵素活性が非トレーニングと比較して約 2倍に増





引き起こす。Murakami et al. (1998) はラットに 90分間の一過性トレッド





























が知られている（Xu et al., 1999）。骨格筋においては主に PPARδが、次
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いで PPARαが発現している（Stephenson et al., 2012）。C2C12骨格筋培
養細胞に PPARδのアゴニストである GW501516を添加するとミトコン







高脂肪食による PGC-1αタンパク質の増加は PGC-1α mRNA発現量の変
化を伴わないことも示しており、高脂肪食は PGC-1αの転写段階ではな
く、翻訳段階で活性化している、もしくは PGC-1αのタンパク質の安定
化をもたらしている可能性を示唆している（Hancock et al., 2009）。 
	 Simi et al.（1991）は持久的トレーニングと脂質食摂取を 4週間にわた
り組み合わせて行った結果、骨格筋のミトコンドリア関連酵素活性が普
通食摂取のみと比較して加算的に亢進することを報告している。また、
Fillmore et al.（2010）は AICAR（AICA riboside）と脂質食を 6週間にわ











Figure II-9. A high-fat diet induces an increase in skeletal muscle 
mitochondria (Hancock et al., 2008).  
A high-fat diet induces a gradual increase in mitochondrial  
(A) and PGC-1α (B) protein in epitrochlearis muscles of rats  
fed the lard/corn oil diet. Values are mean ± SE for 6-10 
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III.	 研究目的及び検討課題 
 
	 LCFA（炭素数 14個以上）は PPARsのリガンドとして機能するため（Xu 
et al., 1999）、LCFAの摂取は骨格筋のミトコンドリア生合成を増大させ
る（Hancock et al., 2008; Miller et al., 1984）。LCFAと同様にMCFA（炭素

















せて、持久的運動時間を延長させる（Hancock et al., 2008; Miller et al., 
1984）。MCFA摂取は LCFA摂取による体脂肪の蓄積を抑制させて（Bach 
and Babayan, 1982）、MCFAは骨格筋を含む各組織においてエネルギー 
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Figure III-1. The structure of the present study.  
This study is constructed of three sections. Experiment 1: Effects  
of MCFA ingection on mitochondrial enzyme activity in rat  
skeletal muscles. Experiment 2: Effects of MCFA and its i 
ntermediate metabolite on mitochondrial protein in skeletal  
muscles cell. Experiment 3: The bind to PPARs by MCFA and  















































































（Hancock et al., 2008; Xu et al., 1999）。各脂肪酸のうち、LCFAや不飽和
度の異なるLCFAによるPPARsの結合に関する違いについてはこれまで
明らかとなっている（Xu et al., 1999）。しかしながら、脂肪酸の鎖長の違













増加である（Holloszy et al., 1976）。さらに、LCFA摂取によっても普通
食と比較してミトコンドリア量および脂肪酸酸化が亢進する（Miller et 
al., 1983）。Turner et al.（2009）によって、MCFA脂質食は普通食と比較
して type IIa 線維の腓腹筋においてミトコンドリア関連酵素活性を増加
させることが報告されている。しかしながら、彼らの研究に用いられて






et al., 2001）。しかしながら、MCFAによって H-FABPが増加するのかに
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A.	 被験動物及び飼育環境 
	 被験動物には 5週齢（body weight; 70 ~ 90 g）のWistar系雄性ラット（日
本エルエスシー, Japan）を 19匹用いて、これを普通食群（Standard chow; 
SC群: n = 6）、LCFAトリアシルグリセロール高脂肪食群（LCFA群: n = 
6）、 MCFAトリアシルグリセロール高脂肪食群（MCFA群: n = 7）に分





	 SC 群のそれぞれのカロリー比は炭水化物 64.5%、タンパク質 23.5%、
脂質 11.9%とした。高脂肪食群のそれぞれのカロリー比は炭水化物 20%
（25 g/kg corn starch, 180 g/kg sucrose, 56 g/kg cellulose）、タンパク質 20%
（325 g/kg casein）、脂質 60％（LCFA群: 360 g/kg LCFAs oil, MCFA群: 324 






	 ラットにペントバルビタール（64.8 mg/kg; ソムノペンチル, Kyoritsu 
Seiyaku Corporation, Japan）による腹腔内注射によって麻酔を施し、ヒラ
メ筋（0% fast-twitch glycolytic（FG）, 19% FOG（fast-twitch oxidative 
glycolytic）and 89% SO（slow-twitch oxidative fibers） fiber（Armstrong and 
Phelps, 1984））、上腕三頭筋（63% FG, 22% FOG and 15% SO fibers（Collatos  





Table IV-1. Fatty acid composition of two lipids. 
  Percentage 
Fatty acid* MCFAs-diet         LCFAs-diet           
C6:0  0.9 - 
C8:0 74.3 - 
C10:0 14.7 - 
C12:0  0.2 - 
C14:0 - - 
C16:0 0.5  5.4 
C18:0 0.2  2.1 
C18:1 3.5 35.3 
C18:2 4.8 48.2 
C18:3 0.8  8.3 








*Two numbers following “C” denote the number 
of carbon atoms and the number of double 
bounds in fatty acid. LCFAs, long-chain fatty 
acids; MCFAs, medium-chain fatty acids. 
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et al., 1977）および腓腹筋深層部（gasD; deep portion of gastrocnemius, 56% 
FG fibers, 38% FOG fibers and 4% SO fibers（Ariano et al., 1973））・表層
部（gasS; surface portion of gastrocnemius, 58% FG, 37% FOG and 5% SO 
fibers（Ariano et al., 1973））および副睾丸脂肪組織を摘出した。 摘出し
た筋は直ちに液体窒素で凍結し、測定に用いるまで-80℃で冷凍保存した。










	 血中レプチンの測定はレプチン測定用キット（Quantikine M: R&D 
system, USA）を用い、酵素免疫測定法（ ELISA; Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay）により測定した。50 µlの Assay Diluent RD1Wを
96 wellプレート（MaxiSorp F96, Nunc, Roskilde, Denmark）の各 wellに入
れ、さらに 50 µlの standardもしくは sampleを各 wellに入れ、2時間室
温でインキュベーションした。オートミニマイクロプレートウォッシャ
ー（Auto Mini Washer AMW-8, Bio Tec, japan）を用い、Wash bufferで 5
回洗浄した後、100 µlの mouse leptin conjugateを各 wellに加え、再び 2
時間室温でインキュベーションした。再びWash bufferで 5回洗浄し、100 
µlの Substrate Solutionを各 wellに加え、30分間室温の暗所でインキュベ
 ‐39‐  
ーションした。100 µlの Stop Solutionを各 wellに加え、30分以内にマイ
クロプレートリーダ （ーimno leader NJ-2300, Bio-Rad, Richmond, USA）を




（6B76, Ootsuka, japan）を用い、ELISAによって測定した。350 µlのWash 
bufferを各 96 wellプレート（MaxiSorp F96, Nunc, Roskilde, Denmark）に
加え、マイクロプレートウォッシャー（Auto Mini Washer AMW-8: バイ
オテック製）で吸引除去した。100 µl の standard もしくは sample を各
wellに加え 60分間室温でインキュベーションした後、マイクロプレート
ウォッシャーを用い、Wash bufferで 3回洗浄した。100 µlのビオチン標
識抗体液を各 wellに加え、60分間室温でインキュベーションした後、再
びWash bufferで 3回洗浄した。さらに 100 µlの酵素標識ストレプトア
ビジン液を各 wellに加え、60分間室温でインキュベーションした後、再
びWash bufferで 3回洗浄した。100 µlの基質液を各 wellに加え、15分
間室温でインキュベーションした後、100 µlの反応停止液を各 wellに加
え、マイクロプレートリーダー（imno leader NJ-2300, Bio-Rad, Richmond, 
USA）を用い、波長 450 nmにおいて吸光度を測定した。 
 
d.	 CS活性 
	 ヒラメ筋、腓腹筋深層部と表層部、上腕三頭筋を 15 ~ 25 mg切り取り、
40倍希釈となるように HES buffer（20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 250 mM 
Sucurose）を加え、氷冷しながらそれぞれの筋サンプルを均等化した。
CS活性の測定は Srere,（1969）の方法を用いた。凍結した均等液の解凍
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-凍結-解凍を 2回繰り返した後、100 µlをマイクロセルにとった。これに、
100 mM Tris HCl-buffer, pH8.0を 0.6 ml, 3.0 mM Acetyl CoA及び 1.0 mM 
DTNBをそれぞれ 0.1 ml加え、数回の転倒混和後、30℃に保った分光計
（Spectrophptpmeter U-1100, HITACHI, Japan）内で 5分間放置し、5分目
より 3分間、波長 412 nmで 30秒毎に吸光度を測定した。その後、一旦
マイクロセルを取り出し、5.0 mM Oxaloacetateを 0.1 ml加えて、数回の
転倒混和後、分光計内で 1分間放置し、1分目より 3分間、412 nmで 30
秒毎に吸光度を測定した。測定値を以下の計算式に当てはめることによ
り CS活性値を求めた。CS活性値は以下の式を用いて算出した。 
    CS activity     = (Δ’-Δ) × volume / E / muscle weight 
Δ’-Δ          = 1分間あたりの吸光度変化の差 
E          = モル吸光係数（13.6 mM） 
volume  = 1 ml 
            muscle weight  = キュベット内の筋湿重量（mg） 
  
e.	 3-HAD活性 
	 3-HADは Bass et al.（1969）の方法を用いて測定を行った。凍結した
均等液の解凍-凍結-解凍を 2回繰り返した後、100 µlをマイクロセルにと
った。これに Reaction micture（167 mM triethalamine-HCI, pH7.0: 6.0 ml, 50 
mM EDTA: 1.0 ml, 2.5 mM NADH: 1.0 ml）を 0.8 ml, 1 mM Acetoacetyl CoA
を 0.1 ml加え、数回の転倒混和後、30℃に保った分光計（Spectrophptpmeter 
U-1100, Hitachi, Japan）内で 5分間放置し、波長 340 nmで 30秒毎に 3分
間、吸光度の変化を測定した。 
     3-HAD activity = (Δ’-Δ) × volume / E / muscle weight 
Δ’-Δ         = 1分間あたりの吸光度変化の差 
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E          = モル吸光係数（6.22 mM） 
volume  = 1 ml 
muscle weight  = キュベット内の筋湿重量（mg） 
 
a. H-FABP含量の測定 
	 H-FABP含量の測定は H-FABP ELISA test kit（Life Diagnostics, inc, USA）
を用いた。サンプルは均等液上清を用いた。HES buffer で希釈したサン
プルを96 wellプレート（MaxiSorp F96, Nunc, Roskilde, Denmark）にとり、
Enzyme Conjugate Reagent を 100 µl加え室温で 60分間振盪した。試薬を
wash bufferで洗浄した後、wellに 100 µlの TMB試薬を加えた後 10秒間
振盪して、室温および暗所で 20分間インキュベートした。100 µlの stop 
solutionを加え、30秒間振盪した後に、マイクロプレートリーダ （ーimno 




	 統計量は平均値 ± SEで算出した。グループ間における比較には、繰
り返しのない一元配置の分散分析を用いて、統計学的有意差を検討した。
平均値に有意差が認められた場合には Tukey-Kramerの post-hoc testを行
った。なお、有意水準は 5％未満とした。 
 
3. 結果  
A.	 摂取カロリー 
	 摂取カロリーは SC群（87 ± 9 cal/dayと比較して LCFA群（109 ± 8 
cal/day）において有意に高値を示し、さらにMCFA群（77 ± 6 cal/day）
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と比較して LCFA群で有意に高値を示した（p < 0.05; Table IV-2）。 
 
B.	 体重および副睾丸脂肪重量 
	 Table IV-2に体重および副睾丸脂肪重量を示した。体重は SC群（239 ± 
2 g）と LCFA群（244 ± 6 g）と比較して、MCFA群（216 ± 4 g）におい
て有意に低値を示した（p < 0.05）。副睾丸脂肪組織重量は LCFA群（2.7 
± 0.2 g）と比較してMCFA群（2.1 ± 0.1 g）および普通食群（2.3 ± 0.1 g）
で有意な低値を示した（p < 0.05）。 
 
C.	 血中レプチン、血中アディポネクチンおよび血糖 
	 Table IV-2 に血中レプチンレベルおよび血中アディポネクチンを示し
た。血中レプチンレベルは SC群（0.7 ± 0.1 ng/ml）と比較して、LCFA
群（2.3 ± 0.4 ng/ml）で約 3倍の増加が見られた（p < 0.01）。MCFA群（1.4 
± 0.4 ng/ml）よりも LCFA群の血中レプチンレベルは有意な増加を示し
た（p < 0.05）。血中アディポネクチンレベルは SC群（3.4 ± 0.1 ng/ml）
およびMCFA群（3.3 ± 0.1 ng/ml）と比較して、LCFA群（2.0 ± 0.1 ng/ml）
において有意な低下を示したが（p < 0.05）、 MCFA群の血中アディポネ
クチンは SC群とほぼ同じ値を示した。血糖値は SC群（202 ± 9 mg/dl）
およびMCFA群（220 ± 25 mg/dl）と比較して LCFA群（269 ± 6 mg/dl）




ヒラメ筋における CS活性 は SC 群（34 ± 1.6 µmol/ g wet tissue/ min）と
比較してMCFA 群（44 ± 1.1 µmol/ g wet tissue/ min）において有意な増 
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   SC      MCFA   LCFA 
Body weight (g) 239 ± 2  216 ± 4*  244 ± 6♯ 
Energy intake (kcal/day) 87 ± 9  77 ± 6  109 ± 8*♯ 
EFP weight (g) 2.3 ± 0.1  2.1 ± 0.1  2.7 ± 0.2*♯ 
EFP weight/Energy intake (g･day/kcal) 2.6 ± 0.3  2.7 ± 0.2  2.5 ± 0.2 
Plasma glucose (mg/dl) 202 ± 9 
 
220 ± 25 
 
269 ± 6*♯ 
Plasma leptin (ng/dl) 0.7 ± 0.1 
 
1.4 ± 0.4 
 
2.3 ± 0.4*♯ 







Data represent the mean ± SE (n = 5-7). *: p < 0.05 vs. SC group; ♯: p < 0.05 vs. 
MCFA group. EFP, epididymal fat pad; LCFA, long-chain fatty acid; MCFA, 
medium-chain fatty acid; SC, standard chow. 
 
Table IV-2.  Body weight, energy intake, EFP weight, EFP weight/energy intake, 
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Figure IV-1. Citrate synthase (CS) activity in skeletal muscles of rats fed 
with the SC (□), MCFA-rich (▨) and LCFA-rich (■) diets. 
Data represent mean ± SE (n = 5-7). *: p < 0.05 vs. SC group. 
gasD, deep portion of gastrocnemius; gasS, surface portion of 
gastrocnemius; MCFA, medium-chain fatty acid; LCFA, 
long-chain fatty acid; SC, standard chow.  
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加を示し（p < 0.05）、SC 群と比較したときのMCFA 群の増加率は 31％
であった。腓腹筋の表層部における CS活性 は SC 群（16 ± 1.2 µmol/ g 
wet tissue/ min）と比較して MCFA群（21 ± 1.0 µmol/ g wet tissue/ min）
で有意な増加を示し、増加率は 26％であった（p < 0.05）。腓腹筋の深層
部における CS活性 は SC 群（28 ± 0.3 µmol/ g wet tissue/ min）と比較し
て MCFA群（31 ± 0.5 µmol/ g wet tissue/ min）で有意な増加を示し、増
加率は 10％であった（p < 0.05）。さらに上腕三頭筋における CS活性 は
SC群（18 ± 0.6 µmol/ g wet tissue/ min）と比較して MCFA群（26 ± 1.3 
µmol/ g wet tissue/ min）で有意な増加を示し、増加率は 44％であった（p 
< 0.05）。また、さらに上腕三頭筋およびヒラメ筋における CS活性 は SC 
群と比較して LCFA群で有意な増加を示し、それぞれの増加率は 45％、
22％であった（p < 0.05）。 
 
G.	 骨格筋 3-HAD活性 
	 腓腹筋の深層部における 3-HAD活性は SC群（28.2 ± 1.1 µmol/ g wet 
tissue/ min）と比較して、MCFA群（32.9 ± 0.3 µmol/ g wet tissue/ min）で
有意な増加を示した（p < 0.05; Figure IV-2）。上腕三頭筋における 3-HAD
活性は SC群（7.1 ± 0.4 µmol/ g wet tissue/ min）と比較して、MCFA群（9.0 
± 0.1 µmol/ g wet tissue/ min）で有意な増加を示した（p < 0.05; Figure IV-2）。
さらに、ヒラメ筋における 3-HAD活性も SC群（21.5 ± 0.1 µmol/ g wet 
tissue/ min）と比較して、MCFA群（25.7 ± 1.4 µmol/ g wet tissue/ min）で
有意な増加を示した（p < 0.05; Figure IV-2）。 
	 
H.	 骨格筋 H-FABP含量 
	 Figure IV-3にヒラメ筋、腓腹筋および上腕三頭筋の H-FABP含量を示 
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Figure IV-2. 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-HAD) activity in 
skeletal muscles of rats fed with the SC (□), MCFA-rich (▨) 
and LCFA-rich (■) diets. Data represent mean ± SE (n = 
5-7). *: p < 0.05 vs. SC group. gasD, deep portion of 
gastrocnemius; gasS, surface portion of gastrocnemius; 
MCFA, medium-chain fatty acid; LCFA, long-chain fatty 
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した。ヒラメ筋における FABP 含量は SC群（26.3 ± 6.6 µg/g wet tissue）
および MCFA群（28.0 ± 7.5 µg/g wet tissue）と比較して、LCFA群（62.3 
± 7.3 µg/g wet tissue）において有意な増加がみられた（p < 0.05）。同様に、
腓腹筋の深層部における FABP 含量も SC群（22.3 ± 6.6 µg/g wet tissue）
およびMCFA群（27.7 ± 6.2 µg/g wet tissue）と比較して、LCFA群（59.7 
± 21.8 µg/g wet tissue）で有意な増加がみられた（p < 0.001）。腓腹筋の表
層部における FABP含量は SC群（0.3 ± 0.4 µg/g wet tissue）と比較して
LCFA群（2.4 ± 0.7 µg/g wet tissue）で有意な増加を示した（p < 0.01）。上
腕三頭筋では SC群（3.3 ± 1.1 µg/g wet tissue）およびMCFA群（4.1 ± 1.5 
µg/g wet tissue）と比較して、LCFA群（6.2 ± 1.4 µg/g wet tissue）におい




































Figure IV-3. Heart-type fatty acid-binding protein (H-FABP) concentration 
in skeletal muscles of rats fed with the SC (□), MCFA-rich (▨) 
and LCFA-rich (■) diets. Data represent mean ± SE (n = 5-7). 
*: p < 0.05 vs. SC group, #: p < 0.05 vs. MCFA group. gasD, 
deep portion of gastrocnemius; gasS, surface portion of 
gastrocnemius; MCFA, medium-chain fatty acid; LCFA, 

































triceps gasS gasD soleus 
SC MCFAs LCFAs 
 ‐49‐  
トコンドリア酸化系酵素活性の亢進である（Holloszy et al., 1976）。さら
に、LCFA 脂質食の摂取によって普通食と比較してミトコンドリア量お
よび脂肪酸酸化が亢進することが分かっている（Miller et al., 1983）。
Turner et al.（2009）はMCFA脂質食でも腓腹筋のミトコンドリアタンパ
ク質を増加させることを報告している。しかしながら、この研究に用い
られたMCFA脂質食は LCFAを約 50%含む LCFAとMCFAの混合食で
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B.	 MCFA脂質食による骨格筋細胞質の脂肪酸関連タンパク質の変化 
	 骨格筋における H-FABP の増加に対して、脂肪酸鎖長の異なる違いに
関する研究はこれまで報告されていない。Zonderland et al.（1999）によ
って、LCFA 脂質食は肝臓および脂肪組織の FABP タンパク質レベルを
上昇させることが報告されている。さらに Chang et al.（2001）によって、


























































	 本実験にはマウス筋芽細胞株 C2C12細胞（ATCC, Japan）を使用した。
C2C12細胞を 5% CO2、37ºCに維持された CO2インキュベーター（CO2 
incubator SCA-165DRS, Astec, Japan）内で培養した。全ての作業は細胞培
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養安全キャビネット LAL-1300XA2（Oriental Laboratory Design, Japan）内
で行った。 
	 C2C12細胞は、10%ウシ胎児血清（FBS; fetal bovine serum, Wako, Japan）
と 1%ペニシリンストレプトマイシン（PS; penicillin streptomycin, Wako, 
Japan）を加えたダルベッコ改変イーグル培地（DMEM; Dulbecco’s 
modified eagle medium）で培養した（Med I）。10 cmディッシュに播種し
た細胞が 80-90%コンフルエントになった時点で、Med Iを 2%ウシ成牛
血清（DBS; donor bovine serum, Wako, Japn）と 1%PSを添加した DMEM
（Med II）に交換し、分化誘導を行った。分化誘導 5日後、培地をMed II
にオクタン酸、デカン酸、ドデカン酸および β-ヒドロキシ酪酸（Wako Pure 




	 添加試薬には 50, 100, 250, 500, 1000 µM オクタン酸、デカン酸、ドデ
カン酸および β-ヒドロキシ酪酸（Figure V-1）を使用し、24時間の添加
を行った。試薬は DMEMに溶解した後、滅菌フィルタ （ーGE Life Science 
Japan, Japan）を用いて濾過滅菌し、Med IIに添加することによって細胞
培地を調整した。 
	 安全キャビネット内でMed IIをアスピレーター（As One, Japan）で吸
引し、D-PBS（Dulbecco's phosphate buffer saline Tween-20, Wako, Japan）
で洗浄後、再度アスピレーターで D-PBSを吸引した。Med IIを除去した
後、各添加試薬を含んだ Med III に交換した。コントロール条件は同様
に D-PBSで洗浄後、添加因子を含まないMed III（Med II）に交換した。
37°C、5% CO2のインキュベーター内で 24時間の添加を行った。添加実 
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Figure V-1. Structure of octanoic acid, decanoic acid, dodecanoic 
acid and β-hydroxybutyrate. 
A. octanoic acid (C8H16O2)
B. decanoic acid (C10H20O2)
C. dodecanoic acid (C12H22O2)
D. !-hydroxybutyrate (C4H8O3)
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氷上において、凍結したディッシュに700 µlのhomogenize buffer（150 mM 
Nacl, 50 mM NaF, 5 mM Na4P2O7, 1 mM EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 
1% NP-40, 0.1% SDS, 0.1% pepstatine, 10 µM Leupeptine, 50 µg/mL soybean 




ンプルは遠心分離装置（Centrifuge 5415R, Eppendorf, Germany）にて遠心




	 サンプルは 10% SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE;	 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis）によって分子量ごとに分離された。
泳動は 20 mA/ゲル、室温（22-24°C）下で行った。 
	 泳動終了後、トランスファー装置（Criterion, Bio Rad, USA）を用いて
タンク式ブロッティングを行った。陽極側からトランスファー溶液（56 
mM Tris, 39 mM Glysine, 0.0376% SDS, 15% methanol）に浸したパット、
ろ紙（filter paper, ATTO, Japan）を 1枚、ポリフッ化ビニリデン膜（PVDF
膜; polyvinylidene difluoride membranes, ATTO, Japan）、泳動後のゲル、ト
  






浄には TBS-T（0.1% Tween-20, 150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCl, pH 7.4）を
使用した。転写後のメンブレンを 10 分間 TBS-T で振盪させ、4% ブロ
ックエースを用いてブロッキングを行った。ブロッキングは室温で 60
分間行った。一次抗体は Can Get Signal（東洋紡ライフサイエンス, Japan）
の Solution1を用いて 2500倍に希釈、またはブロッキング溶液を用いて
1000倍に希釈し、4ºCで一晩振盪させながらインキュベートした。VDAC
（voltage dependent anion channel）の一次抗体には Rabbit polyclonal 
antibody to VDAC1/Porin（ab15895, Abcam, USA）を、COX-lV（cytochrome 
c oxidase-lV）の一次抗体には Mouse monoclonal antibody to COX-lV
（ab14744, Abcam, USA）を、UCP3（uncoupling protein3）の一次抗体に
は Rabbit polyclonal antibody to UCP3（ab3477, Abcom, USA）を、α-actinin
の一次抗体には Rabbit polyclonal antibody to α-actini（3134S, CST, USA）
それぞれ用いた。2次抗体はAnti-rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey
（Peroxidaze-Linked Secondary Antibodies, GE healthcare, England）または
Anti-mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey （ Peroxidase-Linked 
Secondary Antibodies, GE healthcare, England）を Can Get Signal（東洋紡ラ
イフサイエンス, Japan）の Solution2または TBS-Tを用いて 2500倍に希
釈し、室温で 1時間振盪させながらインキュベートした。検出にはホー
スラディッシュペルオキシダーゼ（HRP; horseradish peroxidase）を基質
として反応させる ECL（Enzymatic Chemiluminescence）法を用いた。 
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E.	 メンブレンの画像解析と定量 
	 蛍光発光は化学発光イメージシステム MicroChemi（Berthold 
Technologies, USA）を用いてグレースケールデータとして画像を取り込
んだ。取り込んだデジタル画像は、Image J（ver. 1.43, NIH, USA）を用い
て定量分析した。グレースケール画像はソフトが有する濃度階調特性 




は Arbitary Unit（AU）に設定した。 
 
F.	 統計処理 
	 全ての統計量は平均値 ± SDで表した。異なる添加条件間におけるタ
ンパク質量の比較には、繰り返しのない一元配置の分散分析を行い、平





	 Figure V-2、4にはオクタン酸およびドデカン酸による UCP3、COX-IV
および VDACタンパク質量を示した。すべての添加条件において、UCP3、
COX-IVおよび VDACタンパク質量は変化しなかった。 
	 Figure V-3にはデカン酸による UCP3、COX-IVおよび VDACタンパク
質量を示した。100、250および 500 µMデカン酸添加において、COX-IV
タンパク質量がコントロールと比較して有意に高値を示した（p < 0.05）。 
  






Figure V-2. COX-IV, VDAC and UCP3 proteins of C2C12 cell treated 
with octanoic acid. Data represent mean ± SD (n = 6). 
COX-lV, cytochrome c oxidase-lV; UCP3, uncoupling 
protein; VDAC, voltage-dependent anion channels. 
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Figure V-3. COX-IV, VDAC and UCP3 proteins of C2C12 cell treated 
with decanoic acid. Data represent mean ± SD (n = 6). *: p 
< 0.05 vs. 0 µM. COX-lV, cytochrome c oxidase-lV; 
UCP3, uncoupling protein; VDAC, voltage-dependent 
anion channels. 
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Figure V-4. COX-IV, VDAC and UCP3 proteins of C2C12 cell treated 
with dodecanoic acid. Data represent mean ± SD (n = 6). 
COX-lV, cytochrome c oxidase-lV; UCP3, uncoupling 
protein; VDAC, voltage-dependent anion channels.  
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 100、250、500および 1000 µMデカン酸添加において、VDACタンパ
ク質量がコントロールと比較して有意に高値を示した（p < 0.05）。さら
に 500 µMデカン酸添加において、UCP3タンパク質量がコントロールと
比較して有意に高値を示した（p < 0.05）。1000 µM デカン酸添加におい
て、UCP3タンパク質量がコントロールと比較して高い傾向を示した（p 
= 0.09）。Figure V-5には β-ヒドロキシ酪酸による UCP3、COX-IVおよび
VDACタンパク質含量を示した。250、500 µM β-ヒドロキシ酪酸添加に
おいて、COX-IV タンパク質含量がコントロールと比較して有意に高値
を示した（p < 0.05）。さらに 250、500および 1000 µM β-ヒドロキシ酪酸
添加において、VDACタンパク質含量がコントロールと比較して有意に





















Figure V-5. COX-IV, VDAC and UCP3 proteins of C2C12 cell treated 
with β-hydroxybutyrate. Data represent mean ± SD (n = 6). 
*: p < 0.05 vs. 0 µM. COX-lV, cytochrome c oxidase-lV; 
UCP3, uncoupling protein; VDAC, voltage-dependent 
anion channels.  










































     
‐63‐ 
肪酸や LCFA不飽和脂肪酸は PGC-1αタンパク質およびmRNAを増加さ
せてミトコンドリア関連タンパク質を増加させる（Zang et al., 2005）。安
静時、骨格筋組織において脂肪酸は 100 ~ 150 µM程度含まれている





















ネルギー不足の状況下において高まる（Midaoui et al., 2006）。さらに、
  



























	 実験Ⅰ、Ⅱによって MCFAのうちデカン酸とケトン体である β-ヒドロ
キシ酪酸が骨格筋のミトコンドリアタンパク質を増加させることを示唆
した。LCFAによるミトコンドリアの増加（Hancock et al., 2008; Miller et al., 
1983）は、LCFA が核内受容体 PPARs に対して結合することによって誘









	 GW7674およびオクタン酸は Sigma（Taufkirchen, Germany）、GW501516 
は Enzo（Enzo life science, Farmingdale, NY）、ステアリン酸、ミリスチン
酸およびデカン酸、ドデカン酸は Wako（Wako Pure Chemical Industries, 
Osaka, Japan）から購入した。さらに β-ヒドロキシ酪酸、γ-リノレン酸お
よびパルミチン酸は Cayman chemical（Ann Arbor, MI）から購入した。  
 
B.	 Time-resolved fluorescence resonance energy transfer（TR-FRET）assays  







TR-FRETコレギュレーターバッファー Gに、1 M DTTを最終濃度 5 mM 
DTTとなるように加えて、希釈 TR-FRETコレギュレーターバッファーG
を調製した。希釈 TR-FRETコレギュレーターバッファーGに、DMSOを
最終濃度 2％DMSOとなるように加え、この溶液 10 µlを 384プレートに
分注した。その後、terbium-labeled anti-GSTタグ付き glutathione S-transferase
（GST） -tagged PPARα もしくは PPARδ LBD を加えた。さらに
fluorescein-labeled coactivator peptide-PGC1α および fluorescein-labeled 
coactivator peptide-C33 を加え、1時間、室温でインキュベートした。イン
キュベート後、マイクロプレートリーダ （ーInfinite 200 PRO, Tecan, USA）
を用いてドナー側の励起波長 340 nm、発光波長 495 nmおよびアクセプタ
ー側の励起波長 340 nm、発光波長 520 nmの二波長同時蛍光測定を行った。
Figure VI-1に測定原理を、Table VI-1に測定条件を記した。 
 
C.	 培養細胞および培養方法 
	 本実験にはマウス筋芽細胞株 C2C12細胞（ATCC, Japan）を使用した。
C2C12 細胞を 5%CO2、37ºC に維持された CO2 インキュベーター（CO2 
incubator SCA-165DRS, Astec, Japan）内で培養した。全ての作業は細胞培
養安全キャビネット LAL-1300XA2（Oriental Laboratory Design, Japan）内
で行った。 
	 C2C12細胞は、10%ウシ胎児血清（FBS; fetal bovine serum, Wako, Japan）
と 1%ペニシリンストレプトマイシン（PS; penicillin streptomycin, Wako, 
Japan）を加えたダルベッコ改変イーグル培地（DMEM; Dulbecco’s modified 
eagle medium）で培養した（Med I）。10 cmディッシュに播種した細胞が
80-90%コンフルエントになった時点で、Med Iを 2%ウシ成牛血清（DBS; 




Figure VI-1. The principle of Lantha screen PPARs coactivator TR-FRET assay. 
A. When the terbium label on the anti-GST antibody is excited at  
340 nm, energy is transferred to the fluorescein label on the  
coactivator peptide and detected as emission at 520 nm. B. The 
mechanism for transcriptional regulation of PPARs by ligand 
(modified from Yang et al., 2014; Xu et al., 1999). EC50, half 
maximal effective concentration; Fl, fluorescein; Tb, terbium; 
TR-FRET, rime-resolved fluorescence resonance energy transfer; 
PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; RXR, retinoid X 















































ligand   
Corepressors
A. Lantha Screen PPARs TR-FRET assay 
B. The mechanism for transcriptional regulation of PPARs by ligand 





































Excitation Wavelength 340 nm 340 nm 
Excitation Bandwidth 35 nm 35 nm 
Emission Wavelength 494 nm 520 nm 
Emission Bandwidth 10 nm 10 nm 
Gain optimal optimal 
Number of flashed 25 25 
Lntegration Time 200 µs 200 µs 
Lag Time 100 µs 100 µs 
Settele Time 0 ms 0 ms 
   
Table VI-1. The measurement condition of Lantha screen PPARs 
coactivator TR-FRET assay in TECAN microplate reader. 
PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; TR-FRET, 
time-resolved fluorescence resonance energy transfer. 
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交換し、分化誘導を行った。分化誘導 5日後、培地を Med IIにオクタン




	 添加試薬には 50、100、250、500、1000 µM オクタン酸を使用し、24
時間の添加を行った。試薬は DMEMに溶解した後、滅菌フィルター（GE 
Life Science Japan, Japan）を用いて濾過滅菌し、Med IIに添加することに
よって細胞培地を調整した。 
	 安全キャビネット内でMed IIをアスピレータ （ーAs One, Japan）で吸引
し、D-PBS（Dulbecco's phosphate buffer saline Tween-20, Wako, Japan）で洗
浄後、再度アスピレーターで D-PBSを吸引した。Med IIを除去した後、
各添加試薬を含んだ Med III に交換した。コントロール条件は同様に
D-PBSで洗浄後、添加因子を含まないMed III（Med II）に交換した。37°C、
5% CO2のインキュベーター内で 24時間の添加を行った。添加実験終了後、






液体窒素で凍らせて、-80°Cで保存した。低張液バッファ （ー10 mM HEPES,  
1.5 mM MgCl2,10 mM KCl, 0.5 mM DTT）で解凍した細胞量の 5倍量で再懸
濁し、15分間放置して細胞を膨張させる。サンプルは遠心分離装置
（Centrifuge 5415R, Eppendorf, Germany）にて遠心分離（700g, 15 min, 4°C） 
を行った。その後、ペッスルを使用してホモジネートを行い、細胞を破砕 
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して、再び遠心分離（2000g, 5 min, 4°C）を行った。さらにペレットを新 
しいバッファーで再懸濁した後、遠心分離（15000g, 20 min, 4°C）を行っ
た。上澄みを除き、沈殿した核画分に高張液バッファ （ー20 mM HEPES, pH 
7.9, 25% glycerol, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 






	 サンプルは 10% SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE;	 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis）によって分子量ごとに分離された。
泳動は 20 mA/ゲル、室温（22-24°C）下で行った。 
	 泳動終了後、トランスファー装置（Criterion, Bio Rad, USA）を用いてタ
ンク式ブロッティングを行った。陽極側からトランスファー溶液（56 mM 
Tris, 39 mM Glysine, 0.0376% SDS, 15% methanol）に浸したパット、ろ紙
（filter paper, ATTO, Japan）を 1枚、ポリフッ化ビニリデン膜（PVDF膜; 




は、100 V の定電圧、60 分間の転写時間とした。メンブレンの洗浄には
TBS-T（0.1% Tween-20, 150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCl, pH 7.4）を使用した。
転写後のメンブレンを 10分間 TBS-Tで振盪させ、4% ブロックエースを
用いてブロッキングを行った。ブロッキングは室温で 60分間行った。一
次抗体はブロッキング溶液を用いて 500倍に希釈し、4ºCで一晩振盪させ
ながらインキュベートした。PPARα の一次抗体は Rabbit polyclonal 
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antibody to PPARα（sc-9000, Santa cruz, USA）を、PPARδの一次抗体はRabbit 
polyclonal antibody to PPARδ（PA1-823A, Thermo scientific, USA）を Lamin 
A/Cの一次抗体は Rabbit polyclonal antibody to Lamin A/C（sc-20681, Santa 
cruz, USA）を用いた。2次抗体は Anti-rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab 
Donkey（Peroxidaze-Linked Secondary Antibodies, GE healthcare, England）を
TBS-Tを用いて 2500倍に希釈し、室温で 1時間振盪させながらインキュ
ベートした。検出にはホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP; 




	 蛍光発光は化学発光イメージシステム MicroChemi（ Berthold 
Technologies, USA）を用いてグレースケールデータとして画像を取り込ん


























の 50%効果濃度（EC50: half maximal effective concentration）を示した。EC50
は薬物や抗体などが最低値からの最大反応の 50%を示す濃度を表し、




びヘキサン酸（C6:0）と比較して有意に EC50値が低かった（p < 0.05）。
また、ケトン体である β-ヒドロキシ酪酸による PPARαの蛍光強度比は変
化しなかった（Figure VI-2, Table VI-2）。 
 
A. PPARδに対するMCFAおよびケトン体の結合評価 








Figure VI-2. Ligand-induced binding of a coactivator derived peptide to 
PPARα in vitro. GW7674, fatty acids and ketone body were 
used at the concentrations indicated. Results are expressed as 
the ratio of fluorescence intensity at 520 nm (fluorescein 
emission excited by terbium emission) and 495 nm (terbium 
emission). PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor. 




































     - 74 -
  
Figure VI-3. The maximum amplitude of emission ratio in PPARα. 
Data represent mean ± SD (n = 5). *: p < 0.05 vs. Dec 
and Dode, #: p < 0.05 vs. γLnn. γLnn, γLinoleic acid; Oc, 
octanoic acid; Dec, decanoic acid; Dode, dodecanic acid; 
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Data represents mean ± SD (n = 6). *: p < 0.05 vs. GW7674 or 
GW501516, #: p < 0.05 vs. γ-Lnnoleic. EC50, harf maximal effective 
concentration; N.C., no change; PPAR, peroxisome proliferator-activated 
receptor. 
 
Table VI-2.	 EC50 values (nM) for binding of agonist, fatty acids and 
ketone body to PPARα and PPARδ. 
Fatty acid
!-hydroxybutyrate
Hexanoic (C6:0) 6.3 ± 0.2 " 106*#




Palmitic (C16:0) 5.7 ± 0.5 " 105*# 2.4 ± 0.9 " 105*#
Stearic (C18:0) 1.1 ± 0.1 " 105*# 2.1 ± 0.5 " 105*#
#Lnnoleic (C18:3) 4.1 ± 0.2 " 103* 1.9 ± 0.1 " 104*
GW7674 6.2 ± 0.4 " 10
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Figure VI-4. Ligand-induced binding of a coactivator derived peptide to 
PPARδ in vitro. GW501516 and fatty acids and ketone body 
were used at the concentrations indicated. Results are expressed 
as the ratio of fluorescence intensity at 520 nm (fluorescein 
emission excited by terbium emission) and 495 nm (terbium 
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び γリノレン酸において、パルミチン酸（C16:0）、ステアリン酸（C18:0）
と比較して有意に PPARδにおける EC50値が低かった（Table VI-2; p < 
0.05）。 
 
C.	 オクタン酸添加による PPARsタンパク質の変化 
	 オクタン酸によって PPARα に対する蛍光強度比の上昇がみられたこ
とから、骨格筋細胞においてオクタン酸添加は PPARsタンパク質を増加
させるのか検証した。その結果、オクタン酸添加によって骨格筋細胞の













A. LCFAによる PPARsに対する結合評価 
	 本実験において LCFAsは PPARsに対して結合することを示した。 
PPARs は LCFAs およびエイコサノイド代謝産物の結合によって活性化
されて、脂肪酸の酸化および合成に関与する遺伝子発現を制御している 
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Figure VI-5. PPARδ (□) and PPARα (■) proteins of C2C12 cell treated 
with octanoic acid. Data represent mean ± SD (n = 3). 





















     - 79 -
（Wang et al., 2003）。UFAs、特に PUFAは内因性の PPARαおよび PPARδ
のリガンド として in vitroにおける結合評価法によって同定されている
（Xu et al., 1999）。しかしながらこの方法は、PPARsに対して脂肪酸が
結合するか否かを評価した方法であり、リガンド結合後の PPARsの構造
変化によって PPARs に対してコアクチベーターが動員されたかについ
ては不明である。そこで、本実験では TR-FRET PPARs コアクチベータ
アッセイ法を用いて、LCFAによる PPARsに対するコアクチベーターの
動員を評価した。その結果、炭素数 14 以外の LCFAs は PPARα および
PPARδのコアクチベーターを動員させ、特に他のLCFAsと比較してUFA
である γ リノレン酸における EC50 値が有意に低かった。これらの結果




B. MCFAおよびケトン体による PPARsに対する結合評価 
	 本実験では、仮説と反して MCFA は PPARs に対して結合しないこと
を示唆した。Xu et al.（1999） は PPARsに対する各脂肪酸の結合をシン
チレーションプロキシミティアッセイ法（SPA; scintillation proximity assay）
によって検証した結果、 SFA（パルミチン酸, IC50: 7.4 µM）よりも UFA
（γリノレン酸, IC50: 0.8 µM）の方が PPARαに対する結合親和性が高い
ことを示唆している。これまで、脂肪酸の不飽和度による PPARsに対す



































や不飽和度の異なる USFA は核内受容体 PPARs に結合して（Xu et al., 
1999）、ミトコンドリア関連遺伝子発現を制御していることが明らかにな




パルミチン酸（IC50: 9.6 µM）よりも PPARδに対して高い結合親和性を








れている（Holloszy et al., 1976）。さらに近年、運動を行った場合と同じ
ように骨格筋のミトコンドリア生合成を誘発する効果が得られる食品成
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うに骨格筋ミトコンドリア生合成の適応は運動トレーニングだけでなく、
脂質摂取によっても生じることがいくつかの研究によって支持されてい
る（Hancock et al., 2008; Han et al., 1997; Miller et al., 1983）。しかしながら
長期にわたる LCFA脂質食の摂取は体脂肪の蓄積やインスリン抵抗性を
誘発するため（Han et al., 1997）、生理学的に必ずしも有効な栄養摂取方
法とはいえない。Bach et al.（1996）は、LCFA よりも炭素数の少ない
MCFA は体脂肪の蓄積を誘発させないことを報告している。MCFA と
LCFAの消化吸収経路は大きく異なっているが（Bach et al., 1996, 1982; 
Greenberger et al., 1966）、MCFAと LCFAは共に骨格筋のエネルギー源と








を誘発させることを示唆した（実験 I; Figure IV-1）。さらに、MCFA脂質




発させないことも示された（実験 I; Table IV-2）。したがって、MCFA脂
質食による効果はミトコンドリア適応だけでなく体脂肪の蓄積を誘発さ
せないことから、生理学的にMCFA脂質食は LCFA脂質食よりも有益な











を誘発した（実験 II; Figure V-3）。100 µM、250 µMおよび 500 µMのデ
カン酸濃度で COXlVタンパク質が、100 µM、250 µM、500 µMおよび
1000 µMのデカン酸濃度でVDACタンパク質がコントロールと比較して
増加した（実験 II; Figure V-3）。安静時、骨格筋組織において脂肪酸は
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リアタンパク質が増加するのかについて検証した。その結果、250 ~ 1000 














3. MCFAおよびケトン体による PPARsへの非結合 
	 LCFAによる骨格筋のミトコンドリア生合成は LCFAが核内において












遺伝子の転写制御に関与している（Stephenson et al., 2012）。これまで、




PPARαにおける EC50値は 5.6 mMであり、γリノレン酸（EC50: 4.1 µM）
と比較すると非常に高い値を示した（実験 III; Figure VI-2, 3, Table VI-2）。
実際に、骨格筋培養細胞を用いてオクタン酸添加を行ったところ、
PPARαおよび PPARδタンパク質（実験 III; Figure VI-5）やミトコンドリ
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Figure VI-6. The mechanism of mitochondrial biogeneisis by LCFA, MCFA and KB. 
 A: Feeding a LCFA-based diet was found to induce an increase in 
mitochondrial biogenesis in muscles by activating the PPARs of nuclear 
transcription factors. B: This present study demonstrates that 
MCFAs-based high fat diet increase mitochondrial biogenesis in skeletal 
muscle. Moreover, decanoic acid and β-hydroxybutyrate increased 
mitochondrial protein expression. However, decanoic acid and 
β-hydroxybutyrate do not bind PPARs in vitro. Thus, this study 
concluded that decanoic acid and β-hydroxybutyrate enhance 
mitochondrial biogenesis in skeletal muscle independently of PPAR 
interaction. FA, fatty acid; FABP, fatty acid binding protein; KB, ketone 
body; LCFA, long-chain fatty acid; MCFA, medium-chain fatty acid; 
PPARs, peroxisome proliferator-activated receptor; RXR, retinoic acid 
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酵素（HDAC; histone deacetylase）の阻害剤として作用して、ヒストンの
アセチル化を増加させることが報告され、ケトン体による新たな遺伝子





























     - 89 -
IX.	 総括 
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1  INTRODUCTION
Lipids and long-chain fatty acids（LCFAs）are energy-rich 
compounds that play an important role in fatty acid（FA）
metabolism. Over the past 20 years, it has been demon-
strated that LCFAs act as signaling molecules regulating 
gene expression and that their target genes encode pro-
teins having a role in FA transport and metabolism1, 2）. 
Heart-type fatty acid-binding protein（H-FABP）, also 
known as FABP3, was isolated from a wide range of tissues, 
including skeletal muscles3）. In skeletal muscle cells, 
H-FABP facilitates the transport of FAs into the mitochon-
drial β-oxidation system4）. The study has demonstrated 
that polyunsaturated LCFAs that are supplementary to the 
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diet can increase H-FABP protein levels in rat skeletal 
muscles5）. Moreover, exposure to LCFAs can induce the 
expression of the H-FABP gene in L6 myoblasts6）. Physio-
Abstract: Skeletal muscles can adapt to dietary interventions that affect energy metabolism. Dietary intake 
of medium-chain fatty acids (MCFAs) enhances mitochondrial oxidation of fatty acids (FAO) in type IIa 
skeletal muscle fibers. However, the effect of MCFAs diet on mitochondrial or cytoplasmic FAO-related 
protein expression levels in different types of muscle fibers remains unclear. This study aims to examine the 
effects of a high-fat diet, containing MCFAs, on mitochondrial enzyme activities and heart-type fatty acid-
binding protein (H-FABP) levels in different types of skeletal muscle fibers. Five-week-old male Wistar rats 
were assigned to one of the following three dietary conditions: standard chow (SC, 12% of calories from 
fat), high-fat MCFA, or high-fat long-chain fatty acids (LCFAs) diet (60% of calories from fat for both). The 
animals were provided food and water ad libitum for 4 weeks, following which citrate synthase (CS) activity 
and H-FABP concentration were analyzed. The epididymal fat pads (EFP) were significantly smaller in the 
MCFA group than in the LCFA group (p < 0.05). MCFA-fed group displayed an increase in CS activity 
compared with that observed in SC-fed controls in all types of skeletal muscle fibers (triceps, surface 
portion of gastrocnemius (gasS), deep portion of gastrocnemius (gasD), and soleus; p < 0.05,). H-FABP 
concentration was significantly higher in the LCFA group than in both the SC-fed and MCFA-fed groups 
(triceps, gasS, gasD, and soleus; p < 0.05,). However, no significant difference was observed in the H-FABP 
concentrations between the SC-fed and MCFA-fed groups. The results of this study showed that the MCFA 
diet can increase the expression of the mitochondrial enzyme CS, but not that of H-FABP, in both fast- and 
slow-twitch muscle fibers, suggesting that H-FABP expression is dependent on the chain length of fatty acids 
in the cytoplasm of skeletal muscles cells.
Key words: MCFA diet, H-FABP, mitochondrial enzyme, rat skeletal muscle
Abbreviations: ANOVA, one-way analysis of variance; CS, 
citrate synthase; EFP, epididymal fat pad; ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay; FA, fatty acids; FAO, fatty acid 
oxidation; FG, fast-twitch glycolytic; FOG, fast-twitch 
oxidative glycolytic; gasD, deep portion of gastrocnemius; 
gasS, surface portion of gastrocnemius; H-FABP, heart-type 
fatty acid-binding protein; LCFA, long-chain fatty acid; MCFA, 
medium-chain fatty acid; PPAR, peroxisome proliferator-
activated receptor; SC, standard chow; SO, slow-twitch 
oxidative. 




logical experiments showed that an increase in FA uptake 
and its metabolism results in both elevated H-FABP protein 
and mRNA levels in skeletal muscles, suggesting that FAs 
control H-FABP gene expression6, 7）. 
An important adaptation of muscle to endurance exer-
cise is its ability to increase mitochondrial density and oxi-
dative enzyme activity8）, the latter of which is associated 
with robust stimulation of mitochondrial biogenesis9）. 
Under the conditions of high-fat intake（45％–60％ of calo-
ries derived from fat）, in which LCFAs are available in 
excess, mitochondrial protein levels and FA oxidation
（FAO）-related protein levels increase in both type I10） and 
type II11） skeletal muscle fibers, suggesting that a high-fat 
diet can enhance the capacity of mitochondrial FAO. In 
summary, It has been showed that LCFAs can increase the 
synthesis of FA metabolism-related proteins10, 11）. However, 
a diet rich in LCFAs induces widespread insulin resistance 
in skeletal muscles11, 12）. Given the close link between lipid 
accumulation and reduced insulin sensitivity, research on 
high-fat diet would provide the basis for a primary experi-
mental paradigm to investigate the etiology of insulin resis-
tance in rodents11, 12）. 
Although LCFA-based high-fat diets, which contain satu-
rated LCFAs, can lead to obesity and insulin resistance11, 12）, 
some studies suggested that medium-chain FAs（MCFAs）, 
having a chain of 8–12 carbon atoms, have anti-obesity po-
tential13, 14）. Compared with LCFAs, MCFAs have several 
unique nutritional and physiological properties. While 
LCFAs are first transported into the intestinal lymphatic 
ducts and then to the systemic circulatory system as chylo-
microns, it is well documented that MCFAs are transported 
by the portal vein system to the liver where they are 
readily oxidized15）. Studies in both humans and rodents 
showed that MCFAs induce higher energy expenditure and 
FAO compared to that induced by LCFAs, which was asso-
ciated with a smaller mass of adipose tissue14, 16）. These 
characteristics have resulted in MCFAs being considered as 
potential dietary supplements for prevention of obesity and 
diseases related to LCFA-based high-fat diets. 
A previous study has demonstrated that MCFA-rich diets 
increase mitochondrial protein levels in skeletal muscle, 
suggesting that MCFAs can enhance muscle mitochondrial 
oxidative capacity17）. Skeletal muscle fibers can be classi-
fied into three categories: type I, type IIa, and type IIb. 
Type I fibers, which are rich in mitochondria and oxidative 
metabolic enzymes, show low contractile capacity. Type IIa 
and IIb fibers are characterized by glycolytic metabolism 
and fast contraction18）. MCFA-rich diets increase mitochon-
drial protein levels in type IIa gastrocnemius muscle（fast-
twitch oxidative-glycolytic）fibers17）. However, it remains 
unclear whether oxidative enzyme concentrations in type I
（slow-twitch oxidative）and type IIb（fast-twitch glycolytic）
fibers are affected by MCFAs. While LCFAs could increase 
H-FABP protein levels in muscle cells6）, little is known re-
garding the effects of MCFAs on FAO-related protein con-
centrations in the cytoplasm of skeletal muscles. There-
fore, this study aims to evaluate the effects of an MCFA-
based high-fat diet on mitochondrial enzyme activity and 
H-FABP levels in both type I and type II skeletal muscle 
fibers in rats.
2  MATERIALS AND METHODS
2.1  Experimental animals
The procedures conformed to the “Fundamental Guide-
lines for Proper Conduct of Animal Experiment and 
Related Activities in Academic Research Institutions”
（published by the Ministry of Education, Culture, Sports, 
Science and Technology, Japan）and were approved by the 
Ethics Committee for Animal Experimentation of Nara 
University of Education. Five-week-old male Wistar rats 
were obtained from Japan SLC（Hamamatsu, Shizuoka, 
Japan）. Animals, with an initial weight of 70–90 g, were 
provided ad libitum access to one of the following three 
diets for 4 weeks: a standard chow diet, MCFA-based high-
fat diet, and LCFA-based high-fat diet. Of the total calories 
obtained from the standard chow diet, 23.5％ is derived 
from proteins, 11.9％ is derived from fats, and 64.5％ is 
derived from carbohydrates. Of the total calories obtained 
from the high fat diet, 20.0％ is derived from proteins（325 
g/kg casein）, 60.0％ is derived from fats（LCFA-fed: 360 g/
kg LCFAs oil or MCFA-fed: 324 g/kg MCFAs oil and 36 g/kg 
LCFAs oil）, and 20.0％ is derived from carbohydrates（25 g/
kg corn starch, 180 g/kg sucrose, and 56 g/kg cellulose）. 
The composition of dietary FAs is presented in Table 1. 
Both the high-fat diets contained 10 g of a vitamin mix, 35 
g of a mineral mix, and 3 g of choline chloride per kg of 
diet.
2.2  Tissue collection
After 4 weeks of dietary treatment, the rats, fasted over-
night, were anesthetized with an intra-peritoneal injection 
of sodium pentobarbital（50 mg/kg body weight）. The deep 
portion of gastrocnemius（gasD）type IIa fibers（56％ fast-
twitch glycolytic（FG）fibers, 38％ fast-twitch oxidative gly-
colytic（FOG）fibers, and 4％ slow-twitch oxidative（SO）
fibers18））, surface portion of gastrocnemius（gasS）type IIa 
fibers（58％ FG, 37％ FOG, and 5％ SO fibers18））, soleus 
type I fibers（0％ FG, 19％ FOG, and 89％ SO fibers19））, 
and triceps type IIb fibers（63％ FG, 22％ FOG, and 15％ 
SO fibers20））were dissected out, clamp-frozen in liquid ni-
trogen, and stored at －80℃ until analysis. The epididymal 
fat pads（EFP）were collected and weighed.
2.3   Measurements of citrate synthase（CS）activity and 
H-FABP concentration
Muscle samples were homogenized in a HEPES-EDTA-




sucrose buffer（20 mM HEPES, 1 mM EDTA, and 250 mM 
sucrose）, using a ground-glass homogenizer. These homog-
enates were frozen and thawed three times and were 
mixed thoroughly before the measurements of enzymatic 
activity. For the H-FABP assays, an aliquot of the homoge-
nate was centrifuged at 700×g for 10 min at 4℃. As an 
index of oxidative enzyme activity, CS activity was mea-
sured using Srere’s method21）. H-FABP concentration was 
measured using an ELISA kit, according to the manufac-
turer’s instruction（Life Diagnostics, Inc., West Chester, PA, 
USA）.
2.4   Measurements of leptin and adiponectin concentra-
tions
Blood samples were obtained via cardiac puncture. The 
plasma leptin and adiponectin concentrations were mea-
sured using an enzyme-linked immunosorbent assay
（ELISA）, according to the manufacturer’s instructions
（leptin, Quantikine M: R&D system, Minneapolis, MN, USA; 
adiponectin, Otsuka Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）.
2.5  Statistical Analysis
The data are expressed as mean±SE. Variables among 
groups were compared using the one-way analysis of 
variance（ANOVA）. Tukey–Kramer post hoc test was con-
ducted if the ANOVA indicated a significant difference. The 
level of significance was set at p＜0.05.
3  RESULTS
3.1   Energy intake, body weight, epididymal fat pad（EFP）
weight, plasma glucose, leptin, and adiponectin con-
centrations
Upon completion of the 4-week feeding regimen, body 
weight was lower in rats fed with MCFA-based high-fat diet
（MCFA group）than in rats fed with SC（SC group）and 
those fed with LCFA-based high-fat diet（LCFA group）
（Table 2）. As shown in Table 2, although there was no dif-
ference in daily energy intake between the SC and MCFA 
groups, the LCFA group expressed a prominent energy 
intake. Therefore, the LCFA group showed an increased 
EFP weight compared with that observed in the SC and 
MCFA groups（Table 2）. The ratio of EFP weight to energy 
intake did not differ among the three groups（Table 2）. 
Plasma glucose concentrations were significantly higher in 
the LCFA group than in the SC and MCFA groups（Table 2）. 
Plasma leptin concentrations were significantly higher in 
Table 2　Body weight, Energy intake, EFP weight, EFP weight/Energy intake, 
plasma glucose, and adipocytokine concentrations in SC, MCFA and 
LCFA groups.
SC MCFA LCFA
Body weight (g) 239±2 216±4* 244±6♯
Energy intake (kcal/day)  87±9  77±6 109±8*♯
EFP weight (g) 2.3±0.1 2.1±0.1 2.7±0.2*♯
EFP weight/Energy intake (g・day/kcal) 2.6±0.3 2.7±0.2 2.5±0.2
Plasma glucose (mg/dl) 202±9 220±25 269±6*♯
Plasma leptin (ng/dl) 0.7±0.1 1.4±0.4 2.3±0.4*♯
Plasma adiponectin (ng/dl) 3.4±0.1 3.3±0.1 2.0±0.1*♯
Data represent the mean ± SE of the values obtained from 5-7 rats. *p < 0.05 vs. SC group; 
♯p < 0.05 vs. MCFA group. EFP, epididymal fat pad; LCFA, long-chain fatty acid; MCFA, 
medium-chain fatty acid; SC, standard chow. 




C6:0  0.9 －
C8:0 74.3 －
C10:0 14.7 －
C12:0  0.2 －
C14:0 － －
C16:0  0.5  5.4
C18:0  0.2  2.1
C18:1  3.5 35.3
C18:2  4.8 48.2
C18:3  0.8  8.3
C20:0  0.1  0.5
MCFAs, medium-chain fatty acids; LCFAs, long-chain fatty 
acids. *Two numbers following “C” denote the number 
of carbon atoms and the number of double bounds in fatty 
acid.




the LCFA group than in the SC and MCFA groups（Table 2）, 
and plasma adiponectin concentrations were significantly 
lower in the LCFA group than in the SC and MCFA groups
（Table 2）.
3.2  Mitochondrial enzyme activities
Mitochondria are well known as the major sites of lipid 
oxidation. Therefore, to examine whether intake of MCFA 
and LCFA induces a difference in the utilization of fatty 
acids in skeletal muscles, we measured the activity of the 
mitochondrial oxidative enzyme CS in the SC, MCFA, and 
LCFA groups. In soleus and triceps muscles, CS activity 
was significantly higher in the MCFA and LCFA groups 
than in the SC group（Fig. 1）. In gasS and gasD muscles, 
CS activity was significantly higher in the MCFA group, but 
not in the LCFA group, compared to that in the SC group
（Fig. 1）. In gasS muscle, CS activity of the MCFA group 
showed a tendency to increase in comparison to that of the 
LCFA group（p＝0.09）.
3.3  Fatty acid-binding protein concentrations
H-FABP concentration in the muscles was significantly 
higher in the LCFA group than in the SC（triceps, gasS, 
gasD, and soleus）and MCFA（triceps, gasD, and soleus）
groups（Fig. 2）. In contrast, there was no significant differ-
ence in H-FABP concentrations between the SC and MCFA 
groups.
4  DISCUSSION
To examine the effects of dietary MCFAs on FAO-related 
protein expression, we measured mitochondrial enzyme 
activity and H-FABP concentration in rodent skeletal 
muscles after the 4-week feeding regimen of MCFA-based 
high-fat diet. The results showed that CS activity increased 
in both fast- and slow-twitch muscle fibers of MCFA-fed 
rats, without increased fat accumulation. LCFA-fed rats 
displayed increased H-FABP concentration in skeletal 
muscles, while H-FABP concentration did not change in 
rats fed with the MCFA-based high-fat diet. In view of 
these results, the intake of MCFAs can increase the expres-
sion level of mitochondrial enzyme proteins, but not that of 
H-FABP, in overall muscle and FAs, depending on their 
chain length, may induce distinctive FA-binding protein 
expressions in cytoplasm.
In this study, the MCFA-based diets caused an increase 
in mitochondrial oxidative enzyme activity in fast- and 
slow-twitch muscles. An important adaptation of muscle to 
endurance exercise is its ability to increase mitochondrial 
density and oxidative enzyme activity（e.g., CS activity）8）, 
the latter of which is associated with robust stimulation of 
mitochondrial biogenesis9）. Skeletal muscles that exhibit 
plasticity can adapt to nutritional interventions. Under the 
conditions of excess LCFA availability, mitochondrial 
content and FAO capacity are increased in skeletal 
muscles10, 11）. Skeletal muscle fibers can be classified into 
one of the three categories on the basis of their morpho-
logical, contractile, and metabolic characteristics. Type I 
fibers, which are rich in mitochondria and oxidative metab-
olism enzymes, show low contractile capacity. Type II fibers
（including IIa and IIb）are characterized by glycolytic me-
tabolism and fast contraction22）. It has been demonstrated 
that an LCFA-based high-fat diet feeding for 4 or 5 weeks 
can increase mitochondrial enzyme activity in type I10） and 
type IIb muscle fibers11）. Moreover, MCFA-rich diets also 
Fig. 1　Citrate synthase (CS) activity in skeletal muscles 
of rats fed with the SC (□), MCFA-rich (■) 
and LCFA-rich (■) diets. Data represent mean 
± SE of the values obtained from 5-7 rats. *p < 
0.05 vs. SC group. LCFA, long-chain fatty acid; 
MCFA, medium-chain fatty acid; SC, standard 
chow.
Fig. 2　Heart-type fatty acid-binding protein (H-FABP) 
concentration in skeletal muscles of rats fed with 
the SC (□), MCFA-rich (■), and LCFA-rich 
(■) diets. Data represent mean ± SE of the 
values obtained from 5-7 rats. *p < 0.05 vs. SC 
group; #p < 0.05 vs. MCFA group. LCFA, long-
chain fatty acid; MCFA, medium-chain fatty 
acid; SC, standard chow.




increase mitochondrial protein levels in type IIa fibers of 
gastrocnemius muscle17）. However it remains unresolved 
whether oxidative enzymes in type I（slow-twitch oxida-
tive）and type IIb（fast-twitch glycolytic）muscle fibers are 
affected by MCFAs. While another study used an MCFA-di-
et that was rich in lauric acid（C12）and composed of 50％ 
LCFAs17）, we used a diet composed of 90％ MCFAs, in 
which the percentage of caprylic acid（C8）was 74.3％ In 
this study, we measured the activity of the mitochondrial 
enzyme CS in the soleus type I fibers, gasD type IIa fibers, 
gasS type IIa fibers, and triceps type IIb fibers after the 
rats were fed with the MCFA- or LCFA-based diet for 4 
weeks. In soleus, gasD, gasS, and triceps, the MCFA-group 
showed an increase in CS activity compared with that in 
the SC group. In gasS muscle, moreover, CS activity of the 
MCFA group expressed a tendency to increase in compari-
son to that of the LCFA group. This result suggested that 
the MCFA-based high-fat diet is a more potent inducer of 
muscle mitochondrial biogenesis than is the LCFA-based 
high-fat diet. In skeletal muscle, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator-1 alpha（PGC-1α）, a 
master regulator of mitochondrial biogenesis, was in-
creased by LCFA-based high-fat diet feeding11）. In addition, 
plasma FA levels elevated by LCFA-diet feeding were found 
to induce an increase in muscle mitochondrial biogenesis 
by activating peroxisome proliferator-activated receptors
（PPARs）, a family of nuclear transcription factors23）. The 
molecular mechanism underlying MCFA diet-induced up-
regulation of muscle mitochondrial biogenesis has not yet 
been clarified. It seems likely that the MCFA-based diet in-
creases mitochondrial enzyme activity due to activation of 
PGC-1α/PPARs and/or an increase in mitochondrial density 
in skeletal muscles.
To the best of our knowledge, the modulation of H-FABP 
expression by different lengths of FA chain in skeletal 
muscles has not been studied previously. We showed that 
treatment with the LCFA-based high-fat diet could increase 
H-FABP concentration in both fast- and slow-twitch muscle 
fibers. Interestingly, H-FABP concentration did not change 
in the skeletal muscles of rats fed with the MCFA-based 
high-fat diet. H-FABP might have a buffering action against 
the damaging accumulation of unbound free FAs in the in-
tracellular environment. It has been demonstrated that 
changes in circulating hormone levels can affect the FABP 
concentration of specific animal tissues7, 24）. Rats fed with 
the LCFA-based high-fat diet exhibited elevated levels of 
H-FABP protein in the liver and adipose tissues24）. In addi-
tion, exposure to LCFAs was reported to increase expres-
sion of the H-FABP gene in L6 myoblasts6）. Likewise, expo-
sure to LCFAs and 9-cis-retinoic acid can increase the 
expression of the liver type FABP gene in hepatocytes25）. 
Our results showed that the pathway of gene expression 
induced by MCFAs might be different from that induced by 
LCFAs. A family of nuclear transcription factors called 
PPARs was shown to regulate the expression of genes in-
volved in oxidative and FA metabolism upon its activation 
by FA or other ligands1, 2）. LCFAs have a higher binding af-
finity for PPARs than MCFAs do1）. However, it is not clear 
whether MCFAs specifically affect an oxidative or FA meta-
bolic pathway or influence the activity of other transcrip-
tion factors. Further studies will be necessary to elucidate 
the mechanisms underlying H-FABP expression induced by 
MCFAs and LCFAs. 
In agreement with the findings of previous studies26, 27）, 
we found that compared with the LCFA-based high-fat 
diet, the MCFA-based high-fat diet causes lesser accumula-
tion of visceral fat. The lesser fat accumulation associated 
with MCFA-based diet is observed due to reduction in daily 
total energy intake because there is no difference in the 
ratio of EFP weight to energy intake between LCFA and 
MCFA groups. Compared with LCFA-based high-fat diet, 
MCFA-based high-fat diet was also reported to reduce daily 
food intake26）. Obesity is a major public health concern and 
a major risk factor for insulin resistance. The typical 
western diet, which is rich in fats and calories is considered 
the primary cause of both accumulation of visceral fat and 
development of insulin resistance11, 12）. Our above findings 
suggest that the MCFA-rich diet may prevent LCFA-derived 
fat accumulation, Moreover, blood glucose levels were 
lower in rats fed with the MCFA-rich diet than in rats that 
consumed the LCFA-rich diet. These results suggest that 
MCFAs accumulate less as body fat compared with LCFAs, 
which are the main components of general edible oils. In 
this study, the secretion of adipocytokines could be main-
tained normally even in rats fed with the MCFA-rich diet. 
Adipose tissue-derived adipocytokines are well-known as 
mediators of both metabolic function and metabolic dys-
function28, 29）. Adiponectin and leptin are target agents for 
diabetes research because of their anti-diabetic effects; 
they are expected to become novel therapeutic tools for 
treating metabolic disorders28, 29）. A decrease in the circu-
lating adiponectin levels was reported to be associated 
with the development of diabetes and metabolic syn-
drome28）. Leptin also plays a key role in the regulation of 
energy intake and energy expenditure, and its circulating 
levels are positively related to adiposity30）. Our data show 
that the plasma adiponectin concentration was significantly 
higher in the MCFA and SC groups than in the LCFA group. 
In contrast, the plasma leptin concentration was signifi-
cantly lower in the MCFA and SC groups than in the LCFA 
group. Taken together, these results suggest that dietary 
MCFAs could be instrumental in the prevention of obesity, 
and, consequently, may attenuate the risk of developing di-
abetes and metabolic syndrome via alteration in the levels 
of circulating adipocytokines.





This study shows that the MCFA- and LCFA-based high-
fat diets have diverse effects on fat accumulation. We 
found that the MCFA-based high-fat diet enhances the ac-
tivity of the mitochondrial oxidative enzyme CS in both 
fast- and slow-twitch skeletal muscles. This study is the 
first to demonstrate this effect in skeletal muscles. H-FABP 
concentration is increased by the intake of LCFA but not 
MCFA, suggesting that the metabolic fate of FAs is depen-
dent on their chain length in the cytoplasm of skeletal 
muscle cells. 
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